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糖化低比重 リ ボ蛋白くglyco sylated lo w de n sitylipopr otein， G－L D Llが 糖尿病性血管障害進展 に
果た す 役割 を検討 す る目的で ， ほ う 素酸ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー を用 い た G－L D Lの 分離を検
討 し ， 糖尿病患者 に お け る G－L D L．を測定 した ． ほ う素酸 ア
フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 原理 は ，
蛋白が 非酵素的に 糖化 され ると ， 1－デ オ キ シ フ ル ク トシ ル くdeoxyfr u cto syl 誘導体と な り ， こ の 誘 導
体 に 含ま れ る シ ス ーデ ィ オ ー ル くcis－diol 基は アル カ リ溶液中で ほう 葉酸と可逆的な複合体を作 る性質
に 基づ い て い る ． ア ガ ロ ー ス ゲル に フ ェ ニ ー ル ほ う葉酸 を固定 した ア ミ ノ フ ユ ニ ー ル ほう 素酸 ア ガロ
ー
ス ゲ ル をカ ラ ム くべ ッ ド容量0．7X5c ml に 充填 し， 0．25 M酢酸 ア ン モ ニ ュ ウ ム ， pH 9． 0 で 平衡化 し た
後， 低比 重 リ ボ 蛋白くlo w de n sity lipoprotein ， L D Lト溶液 を添加 し G－L D L を吸着さ せ た ． さ ら に
0．25 M酢酸 ア ン モ ニ ュ ウム ， pH 9．0 で カ ラ ム に 吸着 し な い L D L を洗い 流 し， 次 に 0 ．25M 酢酸 ナ ト
リ ュ ウ ム ， pH 5． 5 で吸 着 し た G－L D L を溶出 した ． G－L D Lの 分離 は室温 に て 行 っ た ． 添加 し た
L D L溶液 の 総蛋白量 に 対す る ， 吸 着溶出され た蛋白量の 比 を 求め G－L D L偉く％I を算出 した ． 蛋白量
は Low ry 法 で測定 した ． フ ル ク ト ー ス は シ ス ーデ ィ オ ー ル 基 を も ち ， ほ う 素酸 と最も 安定した 複合体
を作 るが ， ほう 素酸ア フ ィ ニ テ イ ク ロ マ ト グラ フ イ ー で は
I
t － フ ル ク ト ー ス の 放射活性の 88．9％ が 分離
さ れ た ． 分離さ れ た L D L が G－L D Lで あ る こ と は チ オ パ ル ピ ッ ー ル 酸 くthioba rubitu ric a cid， T B Al
法 に よ っ て 確認さ れ た ． 合成 し た
14
C G－L D Lで は放射活性の 70％が 分離さ れ た ． T B A法と の 定量性 の
相関も良好くr こ 0 ．914． pく0．0011 であ っ た ． 糖尿病患者くdiabete s m ellitu s， D M147例． 耐糖能障害者
くimpaird glu c o setoler a n c e，I G Tl13例 ， 健 常者くn o r m al， Nl17例 を対象と し て ， ほう 素酸 ア フ ィ ニ
チイ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に て G－L D L を測定 した ． D M 群 の G－L D L値く％1く平均値 士 標準偏差I は6．8
士0．3％で I G T群の4．8士0．2％ ， N 群 の 3． 9士0 ．3％ に 比 し有意 くpく0．0 011 に 高値 で あ っ た ． ま た
G－L D L値 は 同日 の 空 腹 時血糖値 くfa stitlg blo od glu c ose， F B Gl くr ニ 0 ．59， pく0．001 ， 糖化 ヘ モ グ ロ ビ
ン値くhem oglobin A．，H b A．Hr ニ 0．28， pく0．05J， さ らに 1週 間前 の F B Gくr こ 0．51， pく0．051と 有意 に
相関 した ． 治療 に よ る F B Gの 低下 に 対 し G－L D L値の 変化は H b Al値の 変化よ り も早期に お こ っ た ．
糖尿病性 の 網膜 症 ， 腎症や 虚血 性心 疾患 を合併 す る 患者 と ， こ れ ら の 合併症 を持 た な い 患 者 で は
G－L D L値 に 統計学的 に 有意の 差は な か っ た ． ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 血 清の G－L D Lの 迅 速
な ， か つ 特 異的 な検出方法で あ り ， ま た G 七D Lは糖尿病性血管障害に 病因的な役割 を果 た し て い る可
能性が考え ら れ た ．
Key w ords glyc osylation ， lo w de n sity lipopr otein， affin ty chr o m atogra－
phy， diabete s m elitu s， M aillard r e a ction
A bbreviatio n s こD M， diabetes m ellitusニF B G，fasting blo od glu c os e三G－ L D L， glycosylated
lo w den sity lipopr otein三 H b Al， he m oglobin Alニ H b AI C， he m oglobin AIC三 工G T， im paired
glucosetole r a nc ei N， nO rm al三 T B A， thiobar ubitu ric a cid三 V L D L， V e ry lo w de n sity
lipopr otein
310 坂
M ailla rd は
，
1912年 に ア ミ ノ 酸 と 還 元 糖 の 混合液
を加熱す る と褐色 に 着色 す る褐変現象くbr a w ni gl を
報告 し11， 食品学者の あ い だ で は M aillard 反応 と して
注目さ れ た ． 報告の な か で褐変現象は生体内 で も起 こ
りう る 反応である と 予言し て い た が ， Rahba r に よ り
糖尿病患者で ヘ モ グロ ビン A．cと 呼ばれ る成分の 増加
が報告21 され るまで， 生体内での ア ミ ノ 酸 と還 元 糖 の 反
応 は注目 さ れ な か っ た ． す な わ ち ， ヘ モ グ ロ ビ ン
A．c は ヘ モ グ ロ ビ ン のタ鎖 N末端 バ リ ン に グ ル コ ー ス
が ア マ ド リ くAm ado ril転位 した 型で 結合 して お り
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，
一 連 の反応 は非酵素的 ， 非特異的 に 起 こ る
41 こ と が 明
ら か に され たの である ． ア ミ ノ 酸 と還元 糖の 非酵素的
糖化 くn o n－e n Zym atic glyc o sylatio nl に よ りア マ ド リ
転位化合物 の生成 され る 過程 は ， M ailla rd 反応 の 初
期段階であり ， ヘ モ グロ ビ ン だ け で な く生体内のあ ら
ゆる 蛋白に つ い て起 こ る 輔 こ と が 判明 した ． それ らの
ひ と つ に ， コ レ ス テ ロ
ー ル 代謝 の 中心的 な リ ボ蛋白で
ある低比重 リ ボ 蛋白くlow de nsity lipoprotein ， L D LJ
の 非酵素的糖化 がある ． W itztu m ら71は ， 糖 化低 比重
リ ボ 蛋 白 くglyc o sylated lo w de n sity lipopr otein ，
G．L D Ll は ヒ ト培養皮膚線推芽細胞 にお い て L D Lリ
セ ブ タ ー 経路印 に よ る代謝 を受 けず ， 生体 内で の 分画
異化率tfra ctio n al c atabolic r atelが 減少 して い る成
績 に 基 き ， L D L が非酵素的糖化 を受 け る こ と に よ り ，
生 理的 な機能 を失い ， コ レ ス テ ロ ー ル 代謝が 影響さ れ
る こ と を示 唆 し た ．
病 理学 的に 動脈硬化の初期段階 に お け る特徴的 な所
見は ， 血 祭 の L D Lに 由 来す る エ ス テ ル 塾 コ レ ス テ
ロ ー ル を胞体内に 取 り込 ん だ 泡沫細胞が ， 血 管 内膜下
へ 出現す る こ と で ある餌 ． 粥状動脈硬化初期病変 に お
い て は ， 泡沫細胞 の起源 は血 液中の単球 か ら 分化 し た
マ ク ロ フ ァ ー ジ に 由来す る と い う考 えが 有力である ．
Goldstein ら 叫 は先の L D Lリ セ プ タ ー 経路と は別 に ，
マ ク ロ フ ァ ー ジは変性 L D L やダー超低 比重リ ボ 蛋白
くv e rylo w de n sitylipopr otein， V L D Lいこ対 して 高親
和性 を持つ リ セ プ タ ー を有 し， 大量の 変性 L D L を取
り込 んで 異化す る こ と を発見 した ． こ の 変性 L D Lの
取り込 み に は L D L リセ プ タ ー 経路の よ う な フ ィ ー ド
バ ッ ク機構が な く ， マ ク ロ フ ァ ー ジが 泡沫化す る こ と
も証明さ れ た11I． Goldstein ら の変性 L D L はア セ チ ル
化と い う非生理的 な ， 強い 化学変化 を受 けた 蛋白で あ
り ， 果た して生体内で泡沫細胞 の 形成 に 関与 す る変性
L D L が存在す る か否 か は ， 動脈硬化の発症 に 関連 し
て 重大な問題 と な る ， 現在生体内で ， 生理 的条件下で
存在 が認 め ら れ て い る変性 LDL の 1 つ は G－L D L で
あ る1 21． 一 方糖尿病患者 で は健常人 に比 べ て 動脈硬化
井
性疾患の 発症率が高 く ， こ の 理 由と して 糖尿病患者で
は血中グル コ ー ス 濃度が 高く ， か つ 血 清リ ボ蛋白異常
が高率 に 合併 し て い る こ と よ り ， G 工D Lを 中心 とし
た糖化 リ ボ蛋白が ． マ ク ロ フ ァ ー ジの 泡沫細胞化 を介
し て動脈硬化促進 に 関与 し て い る可能性 が推定で き
る ． 本研究 で は非酵素的 に 反 応 し 生成 さ れ た G－L DL
く図 い を分離 ， 定 量す る た め に ， ほ う 素酸 ア フ ィ ニ
テ イ ク ロ マ ト グ ラ フ イ ー くbo r o n ate affin ty chro m．
atogr aphyン を用 い る こ と を検討 した ． こ の ア フ ィ ニ
テ イ ク ロ マ トグ ラ フ イ ー は ア ミ ノ 酸 と グ ル コ ー ス のア
マ ドリ 転位化合物が構造内に シ ス ーデ ィ オ ー ル 基を有
し ， こ の 基 は弱ア ル カ リ 条件下 で ほ う 素酸塩 くboro．
n atel と 直ち に エ ス テ ル を形成 し可逆的な結合体 をつ
く り ， 酸性条件下で は 解離す る と い う 特質 を利用 して
い る ． さ ら に 本 方法 を 用 い ， 糖 尿 病患者 に お け る
G－L D L を測定 し動脈硬化促進 の 危険因子 と し て の
G．L D Lの 臨床的意義 を検討 した ，
対象 お よ び方法
工
．
14C． フ ル ク ト ー ス の 分 離
フ ル ク ト ー ス は シ ス ー デ ィ オ ー ル 基 を有 し ， ほう素
酸塩 と も っ と も安定 した複合体 を作 る ． ア フ ィ ニ チイ
カ ラ ム の 吸着 回収効率 を確 か め る た め ，
14
C－ フ ル ク
ト ー ス tD一 亡1CくUHトfru cto s e， 359m Cilm m ol， New
England Nu cle a r， Bo sto n， USAJを 用 い て検討した．
0．25 M酢酸 ア ン モ ニ ュ ウム ， pH 9．0に 溶解 し た1t－ フ
ル ク ト ー ス く13xlO7 cpmlml O．7FL m Olノml11ml をカ
ラム に 添加 した ． 吸着 しな い フ ル ク ト ー ス を 0．25 M
酢酸 ア ン モ ニ ュ ウム 15ml で洗 い 流 し た ． 次 に 0．25
M 酢酸ナ ト リ ュ ウ ム ， pH5．5 20ml で， 吸着したフル
ク ト ー ス を溶出 した ． 酢酸ア ン モ ニ ュ ウム お よ び酢酸
ナ ト リ ュ ウ ム の 流出液 は それ ぞれ 1mlずつ 分取し ， 各
分画 よ り20叫 1取 り ， 液体 シ ン チ レ
ー シ ョ ン ス ペ クト
ロ メ ー タ LS C 671くAloka， 東京1に て放射活性を測定
し た ．
工工 ． G ． LD Lの 合成と 分 離
1 ． L D Lの 調整
早朝空腹時 に 採血 し遠 心 分離 し た 血 清 を ， Havel
ら1 封の 方法で 分離用超遠心機 L 8 と50．3T iロ ー タ ー
くBe ckm a n， Fulle rto n， U SAJを 用 い て 超遠心 し ， 得た
比 重くde n sity， dlこ 1 ．019 － 1 ．06 3glmlの 分画 を0．15M
NaClに 対 して 4
0
C ， 12時間透析後 L D L溶液と して
用 い た ． 基礎的実験 に は d こ 1 ．020－ 1，050gノml の 分
画 を用 い た ．
2 ． G－L D L の合成
G－L D L は， 健常者 よ り分離 した L D Lくd ニ 1．020
－
ア フ ィ ニ テ イ ク ロ マ トグ ラ フ イ 一 に よ る糖化 L D Lの 測定
1．050J溶液 と ， Dulbe c c oリ ン 酸 塩 緩衝生 理食塩 水
くPhosphatebuffer ed salin e， P B S， 日水 ， 東京いこ溶解
した グル コ
ー ス を ， Day ら
川 の 方法に 準 じ37
0
C で 7日
間， 無菌的条件下 に 静置反応さ せ 合成 し た ． 反 応液 を
0．15 MNaClに 対 して24時間透析し て遊離 の グ ル コ ー





0．53m gノmり は ， 同 じ く 健常 者 よ り 分離精製 し た
L DL 溶液 と
lで － グ ル コ ー ス くD， 亡L4CくUH －glu c o s e，
360m Cilm m oI Ne w Engla nd Nu cle a rlを 同
一 条件下
で反応さ せ合成 し た ．
3 ． チ オ パ ル ビ タ
ー ル 酸 くthioba rubitu ric a cid，
Tt5AI 法に よ る G－L D L測定
T B A法 に よ る G． LD L測定 は Pe c or a ro ら1引の 方 法
に準 じた ． 合成 した G．L D L溶液 1ml に 1 M シ ュ ウ
即 ．5ml を加え100
0
C で 5時間加熱 し加水分解 した後 ，
40％ トリタ ロ ロ 酢酸0．5ml を加 え ，．3 000rpm 15分遠心
し蛋白を沈殿させ た． そ の上 清 0．5ml に 0． 05 M T B A
O．5ml を加 え
，
生成 さ れ た 5 － ハ イ ド ロ キ シ メ チ ル フ
ル フ ラ ー ル くhydro xym ethylfu rfu r al， H M Flと4 0
O
C の
恒温槽 に て30分間反応 させ た ． 発色 した 反応液の 波長
43n m の吸 光 度 くA4J を 分光光度計 U V 200Sく島
乳 京都I で測定し た ． 5． H M F を標準 と し ， G－L D L
値は L D L の 蛋白 1m g 当 りに 生成 さ れ た 5－H M F量
くmnol of H M FJm g proteinl で表 し た ，
4 ． ア フ ィ ニ テ イ ク ロ マ ト グ ラ フ イ 一 に よ る
G－L D L の分離， 定量
ほう素酸ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る
G．L D L の分離は す べ て室温 に て行 っ た ． ア ミ ノ フ ェ
ニ ー ル ほ う 素 酸 ア ガ ロ ー ス ゲ ル くa minophenyl
bor o n ate aga r o s egel， Glyc o gel B
怠
， Pie rc e，
Ro ckfo rd， U S Al を カ ラ ム くべ ッ ド 容 量0．7X 3c m ，
0．7X5c m ま た は0．7X lOc ml に 充填 した ． 0．25 M酢
酸ア ン モ ニ ュ ウ ム ， p王i9．0 で平衡化後 ， 同 じ酢酸ア ン
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モ ニ ュ ウム に 溶解し た L D L溶液 を添加 し ， さ ら に 酢
酸 ア ン モ ニ ュ ウ ム で 吸着 しな い L D Lを洗い 流 し た ．
次 に0．25 M酢酸 ナ ト リ ュ ウム ． pH 5．5を加え ， 吸 着さ
れ た L D Lを溶出 した ． 酢酸 ア ン モ ニ ュ ウム お よ び酢
酸 ナ ト リ ュ ウム の 流出液 は それ ぞ れ 1ml ず つ 分 取 し
た ． 各分画の 蛋 白量 を Low 叩 法で 測定 した ．
11I
．
ア フ ィ ニ テ イ ク ロ マ ト グ ラ フ イ 一 に よ る 血 清中
の G－ L D Lの 測定
1 ． 対 象
金沢 大学第 二 内科及び そ の 関連病院に 入院中で ， 重
篤な肝疾患
，
腎疾患 ， 及 び 内分泌 疾患を有 し な い ， 未
治 療 ま た は 血糖 コ ン ト ロ ー ル 不 良 の 糖 尿病 患者
くdiabetes m ellitu s， D M147例く平均年齢55．7士1．8歳 ，
平均 士 標準偏差ナ， 検診で受診 し75g 糖負荷試験 で 正 常
塾 を示 し た正 常者くn or m al， 叩 1 7例く平均年齢46．8 士
4 ．0歳1 と ， 境 界型 を示 し た 耐糎能障害者 くim pa red
glu c o s etoleranc e， l GTl13例 く平均年齢58．3士 3 ． 0
歳ン を 対象と した ． 糖尿病患者の う ち ． 安静 時心 電図
に お い て心筋 の 虚血 及 び壊死 の 認 め られ る も の ， 狭心
症 を認 め る も の を 虚血 性心疾患 くis che mic he a rt
dise se，I H DI 合併例と した ．
2 ． 測定条件
対象者の 血清 よ り 分離 し た L DL 溶液くd ニ 1 ．01 9－
1 ．063， 蛋白量0．9 － 1． 8m glmlJlml を 3ml の 0 ．25
M 酢酸 ア ン モ ニ ュ ウム で 希釈 し カ ラ ム に 添 加 した ．
ア フ ィ ニ チ イ カ ラ ム の ベ ッ ド 容量 は 0．7X5c m と し
た ． 吸着し た L D L を溶出 する た め に 0．25M酢酸 ナ ト
リ ュ ウ ム 10ml を流 した ． 添加 した 上D L音容液の 総蛋
白量 に 対す る
， 酢酸ナ ト リ ュ ウム で溶出さ れ た 蛋白量
の 比 を 求め G－L D L値く％1 を算出 した ．
IV
． 糖化 ヘ モ グ ロ ビン お よ び脂質の 測 定
糖 化 ヘ モ グ ロ ビ ン くglyc o sylated he m oglobin，
H b上り 値 は ミ ニ カ ラ ム 法 の モ ニ タ ー G カ ラ ム 富
Keto a min e l－deo xYfr u ctosyl－L D L
H2C－ N H－ L D L
I
C ニ O H O
I
H O C HI
L
I
H C O H
I
H C O H
l
C H20 H C H20 H
閣ご2
0 H NH－ L D L
Fig．1． Re a ctio n s che m a for n o n e n zym atic glyc o sylatio n of lo w de n sity
lipopr otein ．
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くB M L， 東京1 で測定 した ． 血 清お よ び L D しコ レ ス テ
ロ ー ル 濃度 は酵素法 に よ る デ タ ミ ナ ー T C置 く協和 メ
デ ィ カ ル ， 束京1 で ， 血清 ト リ グ リ セ ライ ド 濃度 は酵
素法 を用い た リ ビ ドス エ ー ス 富 慄 洋紡 ， 大 掛 で そ れ
ぞれ 測定 した ． G．L D L－ コ レ ス テ ロ ー ル 洩度 は L D L－ コ
レ ス テ ロ ー ル 濃度くm gldlに G－L D L値 く％1を乗 して
算出し た ．
V ． 統計学的処理
得 ら れ た数値 は す べ て 平均値 士 標準偏差 くm e a n士
S Dl で 示 し た ． ニ 群 間 の 平均値 の 差 の 検 討 に は




ほ う 素酸 ア フ ィ ニ テ イ ク ロ マ トグ ラ フ イ 一 に よ
る 分 離条件 の 検討

















でコ ー フ ル ク ト ー ス の 放射活性 は88．9％が 溶出回
収さ れ た が ， 吸 着 しな い 分画に も若干放射活性 を認め
た く図 2I．
2 ． G－L D Lの 分離条件 ， 回 収率
1フ ァ フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る溶出蛋
白 の 回収率
ア フ ィ ニ チ イ カ ラ ム に 添加 す る L D Lの 蛋白量 ， お
よ び カ ラ ム の容量 を決定 す る た め ， 2種類 の ベ ッ ド容
量 く0．7X3cm ， 0 ．7X5c mナの カ ラム と ， 2種類の 蛋白
濃度く0．9m gノml， 1 ．8m glml の L D L溶液 1ml を用
い て G－ L D Lを分離 し ， そ れ ぞ れ の溶出蛋白 の回 収率
を求 めた ． 蛋 白の 回収率く％1は ， カ ラ ム に 吸着 しない
L D L と カ ラム に 吸着 し溶出され た L D Lの 蛋白量の
和 を ， カ ラ ム に 添加 した L D L溶液の 総蛋白量で 除し
比 を 求め た ． そ の 結 果蛋白 の 回 収率 は ， ベ ッ ド 容量
0．7X3cm の カ ラ ム に 蛋白濃度 0．9m gJml の L D L溶
1 0 1 5 2 0 2 5 3 0 351 5
Fr actionNu mberく1 mlノFractionl
Fig． 2． Elutio n pr ofile
14
C－fru cto s eby affin ty chr o m atogr aphy． Fructo se， With
its c opla n a r cis
．diol gr o ups， for m sthe m o st stable c o mplex with phenylbo r o nic
a cid in alkalin e solutio n． D－ ドC くUl トfr u cto seく359m ciノ m m oIJ in O ． 2 5 M
a m m u o niu m a c etate， pH9．0，W a S ap plied to a c olu m nくbed volu m e， 0．7X5 ．Oc ml
of a min ophe nyl bo r o n ate aga r o se a nd w a shed with the s a m ebuffer． At the
po sitio nindic ated by a n a rr o w， the buffe r cha nged to O． 25 Msodiu m a c etate，
pH 5．5． T he radio a ctivity w a s m e a s u r edin ea ch fr a ctio nく1ml
－fr a ctio nl－
ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ る糖化 L D Lの 測定
液を添加 した場合83％ ， 1 ．8m gノml の 場 合 は74％ で
あっ た ． ま た ベ ッ ド容量 0，7X5c m の カ ラ ム に 蛋 白濃
度0．9m glml の L D L溶液 を添加 し た 場合 は8 5％ ，
1．8mgノml の 場 合は79％で あ っ た ． こ の 結果 よ り血清
G．L D L測定の 際 は ベ ッ ド容量 は0．7X5c m ， 添加す る
L D L溶液の蛋白濃度 は 0．9へ 1．8m glml とな る よ う
調整 した ．
2フ ァ フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る
G－LD Lの 分離と T B A法 に よ る測定
健常者の 血 清 よ り 分離 し た L D Lを ， グ ル コ ー ス
40mM と反応 させ 作製 した 合成 G－L D L溶液 1ml を
ベ ッ ド容量 0■7XlOc m の ア フ ィ ニ チ イ カ ラ ム で 分離
したと こ ろ ， 0 －2 5M酢酸ナ トリ ュ ウ ム
， pH 5．5 で溶 出
した分画 に 蛋 白 の ピ ー ク が 認 め られ た ． こ の 蛋白 の
ピ ー ク と TBA 法に よる 5－ H M F生成量の ピ ー ク が重
なっ た ． 以 上 よ り こ の 蛋白の ピ ー ク が G－L D Lであ る
と考え られ た ． 0 －25M 酢酸ア ン モ ニ ュ ウ ム ， p王i9．0 で
カ ラ ム に 吸着 し な い L D Lを 洗 い 流 し た 分画 に も
T B A法で 5 月 M Fの 存在が認 め られ た く図 3ト
3フ ァ フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 合成
仁14Cj － G－L D Lの分離
健常者よ り 分離精製 し た L D L溶液 と 14C－ グ ル コ ー
スよ り作製 した 仁14Cj －G－L DL lml を アフ ィ ニ テ イ カ
ラ ム で 分離 した と こ ろ ， カラ ム に 吸着 し溶出さ れ た分
画に放射活性 の7 0％ が 認 め ら れ ， 蛋 白も 同時 に 認 め
















られ た く図 4ト 吸着 しな い 分画を再度ア フ ィ ニ テ イ カ
ラム に 添加 し た と こ ろ ， 放射 活性及び蛋白量の 90％以
上 は吸 着し な い 分 画 に 回収 さ れ た ．
4コ ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グラ フ ィ ー と T B A法に
よ る G－L D Lの 定量性の 相関
健常者 よ り分離 し た LD L溶液と種々 の濃 度の グ ル
コ ー ス く0， 5， 10， 20， 40m MJ よ り G．L D L を作製 し
た ． こ の合成 G 七D L溶液 1ml をア フ ィ ニ テ イ カ ラ ム
に 添加 し G－L D L値 を測定 した と こ ろ LD L と反応 さ
せ る グ ル コ ー ス の 濃度を 0 か ら 40m M に変化 さ せ る
と G－L D L値 は4－5％か ら12．5％ へ と増加 した く図51．
同時に 同 一 の 合成 G－L D L溶液を加水分解 し ， 生成 し
た 5－ HM F を T B A で発色さ せ波長 433n m の 吸 光度
くA迫力 を測定 す る と A伯3 は0．054 から0．40 と増加 し，
両者の 間 に は r ニ 0．914と 有意くpく0．0伸 に 高 い 正 の
相関が あ っ た く図 6I．
H ． ．ほ う素酸 ア フ ィ ニ テ イ ク ロ マ トグ ラ フ イ 一 に よ
る G－ LD Lの 測 定 と臨床的意義の 検討
1 ． 対象の 臨床的背景
対象 と した 糖尿病くD MJ 群， 耐糖能障害くI G TI 群．
正 常く叩 群の 臨床的背景 を表 1 に 示す ． 平均年 齢 は N
群 で他の 2群 に 比 較 して や や低い 傾向に あ っ たが 有意
差 は なか っ た ． F B G， H b Al値 は， D M 群， I G T群と
も N群と 比 較 し て 有意 に 高値 で あ っ た ． 総 コ レ ス テ
ロ ー ル 濃度 ， L D L－ コ レ ス テ ロ ー ル 濃度 は D M 群 で は

































Fig． 3． Separ atio n of G－LD L by affinty chr o m atogr aphy． G－L D Lw a sprepa red
by the in c ubatio n of L D La nd glu c o s efo r7 days in the phosphate buffe red
S alin e at 37
O
C． G－L D Ls olutio n in O ． 25 Ma m m o niu m a c etate， pH9 ．0， W a S
ap pliedto a c olu m nく0．7x 5．Ocmナofa min ophenyl bo r o n ate aga r o s e a nd w a shed
With the sa m ebuffe r． At the po sitio nindic ated by a n a rr o w， the buffe r w as
A Cha nged to O ．2 5 Ms odiu m a c etate， pH5 ． 5． Pr otein c o n c entr atio nく書1 w a s
m e a s u r ed by the m ethod of Lo w ry et． al， a nd G－L D Lく書J w a sdete r min ed by
the T B Am ethod．
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差は な か っ た ． 糖尿病患者 に お い て は網 膜症 くr etin o－
pathyl の 合併 7イ札 腎症くn ephropathyl の合併10例 ，
虚血性心疾患の 合併10例 で あ っ た ．
2 ． 血清中の G－L D L値 と G－LD しコ レ ス テ ロ ー ル
濃度
D M 群 の G－ L D L値は6，8士0 ．3％で I G T群の4 ．8士
0．2％， N群 の3．9 士0．3％ に 比 し有意くpく0．0く川 に 高
値 で あ っ た ． ま た G－L D しコ レ ス テ ロ
ー ル 濃 度 も
D M 群で8．4 士0．3mgldl と， I G T群 の5．3士0．3m gJ
dlや ， N群の4．0士 0．5m gIdlよ り 有意くpく0．01，
pく0 ．00い に 高値で あ っ た く図 71．
3 ． 血 清 G－L D L値 と血 液検査所見 と の相関
G－LD L値 は 1 へ 2 週 間前 の F B Gくr 二 0． 51， pく
0 ．0 0い ， お よ び 同 時採血 の F BG くr ニ 0 － 5 9． pく
0．0 01I， と有意 の 相関が あ っ た く図81． G．L D しコ レ ス
テ ロ ー ル 値 も 1 へ 2週間前 の F B Gくr ニ 0 ■ 51， pく



















の相 関が あ っ た く図 91．
G－L D L値 は 同時採 血 の H bAl値 くr ニ 0 ■2 8， pく
0．051と 有意の 相関が あ っ た が ， G－L D L－ コ レ ス テ ロ ー
ル 濃度 は H b A．値 と有意の 相関 はな か っ た く図101．
G－L D L値 は血 清総 コ レ ス テ ロ ー ル 漉 度， L D しコ レ
ス テ ロ ー ル 濃度 ， 血清 ト リ グリ セ リ ド濃度 と は有意の
相関 は な か っ た ．
4 ． 血清 G－L D L値 と臨床症状 と の 関係
糖尿病患者 に お い て ， 網膜症 ， 腎症 ， 虚血性心疾患
を合併す る く＋一群 と こ れ ら を 合併 し な い 仁1 群で
G－L D L値を 比較 した ． G．L D L値 は網膜症 く－1 群で
7． 4 士2．4％ ， く十I 群で 6． 5士 1． 7％ で あ っ た ■ 腎症
く－ I 群で は6．7 士2．1％で ， く＋1 群 で は7． 7 士2．5％で
あ っ た ， また 虚血性心疾患く－1 群で は6． 8士2 ．0％ ，
什1 群で は6．6 士2．3％と い ずれ の 合併症 に お い ても有
意 な差は な か っ た く図11ト さ ら に 虚血性心疾患 に脳梗
塞
，
一 過 性脳虚血発作 を含 め た動脈硬化性疾患 を合併
Fr a ction Nu mberCl mlノFr a ctio nl
Fig．4． Separ atio n of
1 4C－glu c o se
－L D L by bo r o n ate affin ty chr o m atogr aphy－
14
C－glu c ose－L D Lw a spr epa red asin the m ethods－ 1ml of sa
m ple s olutio n
く12xlO
6
cpmlml， 0 ．5 3m g pr oteinlin O ．25M a m m o niu m a c etate， PH9 － 0， W a S
ap plied to a c olu m nく0．7X5 ■Ocmナ a nd w a shed with the s am e buffe r． At the
po sitio n in dic ated by an a r r o w， the buffe r w a s c
hanged to O － 2 5 Ms odiu m
a c etate， PH 5．5． くrl， prOtein c o n c entr atio n w a sニく■1， r adioa ctivity．
ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よる 糖化 L D Lの 測定
する群く動脈硬化群ン と合併 しな い 群 俳 動脈硬化群1
に分ける と ， 動脈硬化群の G－L D L億 は7．5士0．3％ と
非動脈硬化群の7．0士0．3％よ り 高い 傾向に あ っ た ．
5 ． 糖尿病治療と 血 清 G－L D L値 ， Hb Al 値お よ び
FB Gの 変化 との 対応
糖尿病 の コ ン ト ロ ー ル に よ る F B G変化 と G－L D L
債変化の 対応 をみ た と こ ろ ， コ ン ト ロ ー ル を開始 して
FB G が前借 1 88士 2 5m gldl から 2 週間後 1 74 士21
mgldlに 低下 し た時点で ， G－L D L億 は前値6．5士0．6％
から5．6士0．6％ に有意 くpく0．亡瑚 に 低下 した ． 4 週後
F B G が152 士18mgノdl と 前借 よ り さ ら に 有 意くpく
















5 1 0 2 0 40
Gluco se m M
Fig－5． Effe ct of glu c o s e c o n c e ntr atio n o nthe
glyc o sylatio n of lo w den sity lipoprotein． T he
in cubation mixtu r e s c o ntain ed pho sphate
buffe red s alin e， lo w den sity lipoprotein く12． 7
mg of pr otein pe r ml a nd eithe rO， 5， 10， 20
0 r 40m M gluc o s e． T he r e a ctio n mixtu r e s
W er ein cubated u nder ste rile c o ndit o n s at37
O
C
fo r7day畠－ T he a m o u nts of glyc o sylated lo w
de n sity lipopr otein w e redetermin ed after
affin ty c olu m n chr o m atogr aphy sepa r ation ．
315
わ らず5．5士0■5％で あ っ た ． H b Al値の 変化 は前値8．8
士0■8％ に 対 し 2週後9．2士1 ．3％ ， 4 週後 で も8．8士
0－7％と 有意な変化 は み られ な か っ た く図1れ
考 察
糖化さ れ た 蛋 白を 分離検出する 方法と し て はイ オ ン
交換ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー 均 が ある が ， も っ と も簡便 な
方法と して ， 糖化 を受け た 蛋白 を弱酸で 加熱 し， 生成
さ れ た 5 － ハ イ ド ロ キ シ メ チ ル フ ル フ ラ ー ル くbydr－
O Xym ethylfu rfral， H M FI を 2 p チオ パ ル ピ ッ ー ル 酸
くthioba rbitu ric acid， T B Aン で 比 色定量 す る T BA
写 0．2 0 0
く
5 1 0 15
GIYC O SYla ted L D Lく％l
Fig． 6． Lin e a r regr e ssion a n alysis of levels of
glyc o sylated low de n sity lipopr otein in the
S a m e S a mple s obtain ed by affinty chr o m ato ．
gr aphy m ethod a nd thioba r ubitu ric a cida s s ay ．
y ニ 40x
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Fig． 7． Le v els of glyc o sylated lo w de n sity lipoprotein a nd glyc o sylated lo w
de n sity lipopr otein chole ste r ol in s e ru mfrom diabetic tDl， im pair ed glu c o se
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Table l． C ha r a cteristic s ofn o 皿al，I GT and diabetic s u切e cts
Diabetic I G T No r mal
Ageく汀I
Fa stingblo od glu co 8e
く皿 釘dlコ
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T he diagno sis of I G Ta nd diabete s w er eba s ed o n c u r r e nt Wo rld
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pく0．0 5v s． n o rmals utjects．
ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る糖化 L D L の測定
法17Iが あ る ■ 今回 著 者 は ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ
フィ ー を利用 し G－LDL を分離 し， 測定 した ． 蛋白 げ
ミ ノ西削 が 非酵素的糖化くn o n－en Zym atic glyc o sylati－
onI を受 ける と ア マ ド リ くAm adoriJ 転位生 成物 とな
る． ア マ ド リ転位 は不可逆的反応 で あ り ， 生 成物 は構
造内に シ ス ーデ ィ オ ー ル くcis－diol 基を有 す る 1 － デ
オキ シ フ ル ク ト シ ル くde o xyfru cto syl 誘 導体と な
る
181
． ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ トグラ フ ィ ー の 原 理 は ， シ
ス ー デ ィ オ ー ル 基 が弱 ア ル カ リ条件下 で はほ う 素酸塩
くbo r on ateJと 直ち に エ ス テ ル を形成 し可逆的な結合体
を作るが ， 酸性 条件 で は 解離 す る 特質 を利用 し て い
る ． W eith ら
1 9J は ア ミ ノ フ ユ ニ ー ル ほ う 素 酸塩
くa min ophe nylboro n ateJ をセ ル ロ ー ス に 結合 さ せ た
アフ ィ ニ チ イ カ ラ ム を用 い ． シ ス
ー デ ィ オ
ー ル 基 を有
する核酸の分離 に 成功 し た ． 以 後 ほ う 素酸 ア フ ィ ニ
チイ ク ロ マ トグ ラ フ ィ 法 に よ る糖化生成物 の 分離が検
討さ れ ， 尿 中の 糖化ア ミ ノ 酸と糖化ペ プ チ ド くglyc o s－
100 200
Fa sting 馴 0 0d Glu c o s 早くm8ノ加1
300
1ひ0 200
Fa sting Blo od Glu co s ePrio r A Week くmg ノ句Il
300
Fig－ 8． Co r relatio nbetw e e nle v els ofglyc o syla－
ted lo w de n sity lipoprotein s a nd tAl fa sting
blood glu c o s e， a nd くBlfa sting blo od glu c o se
prior a w e ek．
A， y ニ 0．02x ＋2． 8， r ニ 0 ．5 9， pく0． 00 1i B， y ニ
0．01x＋0■3， r ニ 0．51， pく0．001．
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ylated amin o a cid a nd peptids12 0，， 糖化 ヘ モ グ ロ ビ ン
くglyc o sylated hem oglobinJ21I， 糖 化 ア ル ブ ミ ン
くglyc o sylated albu minJ22Iを測定す る 方法 と し て 報告
され て い る ． 最 初に Bro w nlee ら201 の 方法 に 従い ，
ア ミ ノ フ ェ ニ ー ル ポ リ アク リ ル ア ミ ド ゲ ル くamin op－
henyl polya c ryla midgel を用 い たが L D L粒 子 と ゲ
ル 粒子 の サ イ ズ が 一 致 しな い た め か 回収率が悪 か っ た
の で ， ア ミ ノ フ ェ ニ ー ル ほう 素酸 ア ガ ロ ー ス ゲ ル を用
い 基礎的な検討 を行 っ た ． 健 常者 の L D Lと市販 の グ
ル コ ー ス ま た は It － グ ル コ ー ス よ り 作 製 し た 合成
G．LD L をこ の ア フ ィ ニ テ イ ク ロ マ ト グ ラ フ イ 法 で 分
離す る と ， G－L D L が 吸着 し な い は ずの 分画 に も 約
30％の 糖化蛋白が認 め られ た ． そ の理 由は不 明 で あ る
が ， ア フ ィ ニ チ イ カ ラム の 吸 着能力 を越 えた た め で な
い こ と は吸着 し な い 分画 を再度 カ ラム に 添加 し て も放
射活性 の90％以上 が 同じ分画に 残 る こ と で も明 ら か で
あ る ． Tru eb ら
23l
， H ig gin sら
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Fig． 9． Co r r elatio nbetw e e nle v els ofglyc osyla－
ted lo w de n sity lipopr otein chole ste r ol a nd
くAl fa sting blo od glu c o se， a nd くBl fa sting
blo od glu co s eprio r a w e ek．
A， y ニ 0．03x ＋2． 7， r ニ 0．4 9， pく0．0 01ニ B， y ニ
0．02x十 3．3， r ニ 0 ．51， Pく0．001．
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を用 い て 糖化 ヘ モ グ ロ ビ ン を 分離 した 際 に 1で － グ ル
コ ー ス に 含 ま れ る構造不明 な放射活性 を有 す る不純物
が ヘ モ グ ロ ビ ン と結合す る こ と を示 唆 した ． 従 っ て合
成 G－L D Lを作製 した 場合 に も
，
透 析で は 分離 で き な
い 放射活性 を有 す る不純物 と L D Lの ア ポ 蛋白 B が結
合 した り ， シ ス ー デ ィ オ ー ル 基 をも た な い 構 造の 生成
物が 出来た可能性も あ る ． また S hapir o ら2 51は生体外
で作製 した 糖化 ヘ モ グロ ビ ン と 生体内で生成 され た も
のとで は， グル コ ー ス と結 合す る ヘ モ グ ロ ビ ン の 構造ア
ミ ノ酸が 必ず し も 一 致せ ず ， か な りの 差が あ る こ と を
認め て お り ， これ も ま た 原因の ひ と つ と考 え られ る ．
くAl








































Glyc o叩tat書d 鵬m oglobin く％う
Fig．10． Cor relatio nbetw e e nlev els ofglyc o syla －
ted hem oglobin a nd くAl glyc o sylated lo w
den sitylipoprotein s， a nd くBl glyc o sylated lo w
de n sity lipoproteinchole ste r ol．
A， y ニ 0． 23x ＋3 ．5， r ニ 0 ．2 8， pく0． 0 5i B， y ニ
0．28x ＋ 0．22， n S． n S， n Ot Signific a nt．
T B A法に よ る糖化蛋白の測定 は共存 す る遊離 の 還
元 糖や ト 脂質過酸化物の 干渉 を受 け るた め ， こ れらを
注意深 く除去 す る た め の繁雑 な操作が必要で標準化に
難点が ある こ と17I ， 加水 分解 に 長時間 を要す る こ とな
どの 欠点 が指摘 さ れ て い る ． 今 回の 実験で も L D Lそ
の も の の色調 が 干渉 す る こ と ， 標準と した 5－ H MF が
非常 に 吸水性 が強 く取扱 い が 困難 で あ る な ど難点が
あ っ た ． 一 方 ， ほ う素酸 ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グラ
フ ィ ー に よ る G－L D Lの 分離 は T B A法に 比 較 して操
作 が容易か つ 迅速 で あ る こ と ， 糖化 ヘ モ グロ ビン の測
定 に 用 い られ る陽イ オ ン 交換樹脂カ ラム の よう に ， 厳
密な 温度条件の設定も必要と せ ず ， ゲ ル の 再生 も容易
で あ る な ど の利点 を有 し て い る ． そ し て 再現性 もよ
く ， 蛋 白の 回収率 も72〆 1ノ8 5％と 高く T B A法と も高い
相関性 を示 した ． し か し ア フ ィ ニ チ イ ゲ ル の ロ ッ ト間
で 吸着力に 善 が あ る と の報告 も あ り訪1 ， 測 定法 の標準
化 に は さ ら に 検討 を加 え る必要があ る と思 わ れ る ．
糖尿病 は膵 か ら の イ ン ス リ ン 分泌不全 と組織の イ ン
ス リ ン 抵抗性の た め ， 糖代謝 の み な ら ず蛋白 お よ び脂
質代謝に も 異常を き た し， 網膜症 ， 腎症 な ど特有の細
小 血管障害と言わ れ る 血管障害 を合併 す る 疾患であ
る ． さ ら に 冠動脈疾患や脳 血管障害な どの 動脈硬化性
血管障害の発症率が ， 非糖 尿病患者 に比 べ て 2 へ 3倍
高い 特徴がある 訂128l． 動脈硬化性 血管障害 の成因 と し
て は糖尿病自体が独立 した 危険因子 と見な す 考え瑚 も
あ るが ， 高血糖 t 高イ ン ス リ ン 血症 ． 肥満 ， 血小板機
能お よ び凝固因子 の 異常 な ど ， 糖尿病 に特有な要因も
考 え ら れ る 叫 ． ま た 一 般に 動脈硬化症 の 成因 と考 えら
れ て い る脂質代謝異常3 り， 高血圧症32Iな ど も合併 し易
い ． 糖尿病 に 見ら れ る脂質代謝異常 ， す な わち リ ボ蛋
白代謝異常 の 特徴 は 瑚 H b型， 王V 型高脂血症 とい っ た
高 トリ グ リ セ ラ イ ド 血症 で あ り ， そ の 発症 の メ カ ニ ズ
ム は 代償的な高イ ン ス リ ン血症 に よ る肝臓 で の 超低比
重 リボ 蛋白くv erylo w den sitylipopr otein， V L D Lい
リ グリ セ ライ ドの 分泌の 克進 ， 血 中遊離脂肪酸濃度の
増加 に よる 肝臓で の トリ グ リ セ ラ イ ドの 合成元進， そ
し てイ ン ス リ ン の 絶対的不足に よ る リ ボ蛋白リパ ー ゼ
活性の 低下 に よ る V L D し トリ グ リセ ライ ド の 異化障
害 ， な どが 関与 して い る ． こ の よ う な血 清脂質の 量的
な異常 と と も に ， リ ボ蛋 白の 質的 な異常
3ヰlと して ， コ
レ ス テ ロ ー ル に 富 ん だ V L D Lの 出現 ， レ ム ナ ン トや
中間体 の増加 ， トリ グ リ セ ライ ド に 富 ん だ L D L や商
比 重 リ ボ蛋白の 存在 ， そ して これ ら の リ ボ蛋白の 非酵
素的糖化 が あ る ．
今 回著者 は ， G －L D Lに つ い て 検討 した ． L D Lの代
謝 は Goldstein ら
8Iに よ り L D Lリ セ プタ ー 経路として




























































Fig．11． Le v els of glyc o sylated lo w de n sity lipopr otein in se rum Obtain ed fr o m
the diabetic s ubje cts with retinopathy， n ephr opathy a nd ische mic he a rt dise a s e
く1 H Dl．
No statistic ally signific a nt diffe r e n c e sbetw e e n with く＋1 a nd witho ut トン
C O mplicatio n w e robserv ed．
解明さ れた よ う に ， L D Lの 細胞内 へ の 取 り込 み は構
成蛋白である ア ポ 蛋白B と親和性 を持 つ LD L リセ プ
タ ー を介 して行 わ れ る ． そ し て細胞内 に コ レ ス テ ロ ー
ルが供給さ れ る と細胞 は余剰の コ レ ス テ ロ ー ル を コ レ
ステ ロ ー ル エ ス テ ル と して蓄積 し ， また 自己 の 持 つ コ
レ ステ ロ ー ル 合成能 を律速酵素 で あ る ハ イ ド ロ キ シ ー
メチル グル タ リ ル 補 酵素 Aくhydro xy－ m etylgluta ryl
C Oen Zym eA， H M G－ CoAl 還元 酵素の 段階 で 抑制 し
，
さら に L DL リセ プ タ ー の 合成と 細胞表面 へ の 再供給
を減少さ せ ， コ レ ス テ ロ ー ル の 細胞内 へ の 流入 を調節
してい る ． W itztu m ら
71は非酵素的糖化 を受 け た L D L
くG．L D Ll は， ヒ ト培養皮膚緑椎芽細 胞 に お い て ， 正常 な
L DL リセ ブ タ ー を介 し た細胞内 コ レ ス テ ロ ー ル 代謝
のフィ ー ド バ ッ ク機構 に 影響 を及 ぼ さ ず ， さ ら に モ ル
モ ッ トでは G－L D Lの 分画 異化率が減少 して い る成績
を示し た ． 彼 ら は この 原因 を ， ア ポ蛋 白 Bの ， L D L リ
セ プタ ー と の 結合部位 で あ る リ ジ ン 残基 が 非酵素的糖
化によ り修飾を受 け ， リ セ プ タ ー と 結合 で き な く な っ
たため であ寧と結論 し た ． 非酵素的糖化は血 糖 に 比 例
して程度が増 す の で ， 血糖の コ ン ト ロ ー ル が 不良な ほ
ど変性蛋白であ る G－ L D L が増加 す る と推測 され る ．
319
しか し実際， 糖 尿病患者 に お い て G－L D L がどの様 な
臨床的意義 を持 つ か検討 した 報告は少 ない ． そ こ で本
研究 で は ， ほ う 素懐 ア フ ィ ニ テイ ク ロ マ トグ ラ フ イ 一
に よ り G－L D Lを分離 ． 定量 し
， 糖尿病患者 の 血糖 コ
ン ト ロ ー ル や合 併症 との 相 関 を検討 し た ． 健常 人 の
G－L D L の割合 は L D L総量 の3．9士0．3％で あ り ， 同じ
く ほう 素酸 ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ り測
定 した Ja ck ら欝I の 報告や ， さ ら に 複雑な ク ロ マ トグ
ラ フ ィ ー を 用 い た Lyons ら
36I の 報告と ほ ぼ 一 致 し た
が
， 糖 化 ヘ モ グ ロ ビ ン の5．5ノ ーー ノ8．4％37や 糖化ア ル ブ ミ
ン の6 ．1士0． 49％2 ZIよ り は少な い ． こ の 差 は 各 々 の 蛋
白の 血 中半減期 や血 清中の 絶対量が関与 して い る も の
と 考え ら れ る ． G －L D L は同時採血 の 空 腹時血糖値 や
1 へ 2週 間前の 空腹時血糖値と よ く相関 した が ． コ レ
ス テ ロ ー ル 値 と は相関 はな か っ た ． ま た糖化 ヘ モ グロ
ビ ン と の 相 関は 弱か っ た ． さ らに 糖尿 病の 治療 に よ り
血糖 が低下 し始 め る と ， G－L D L は 2週間後 よ り 低下
す る が ， 糖化 ヘ モ グ ロ ビ ン が 血糖 の 変化 を反映す る に
は 1 カ月以 上 が 必要で あ っ た ． 今回 の 検討 で は ， 糖尿
病患者 に お け る虚血 性心 疾患な ど動脈硬化性疾患や細
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Fig．12． Cha nge sin glyc o sylated lo w de n sitylipopr otein ， glyc o sylatedhem oglobin
levels， fa sting blo od glu c o s e c o n ce ntratio n s afte r clinic altr e atm e nt．
■
pく 0．05
い だ す こ と は で き なか っ た ．
多く の疫学調査 抑 制 に よ っ て ， 血 清総 コ レ ス テ ロ ー
ル が 耐糖能異常 ， 高血圧 ， 喫煙 と 同 じよ う に 独立 した
虚血性心疾患の 危険因子 と し て重要である こ と が 注目
され て い る ． 血 清総 コ レ ス テ ロ ー ル の 3ノ4 以 上 を 占
め る L D Lコ レ ス テ ロ ー ル が動脈硬化性疾患の 発症に
関与 し て い る と考え ら れ て い る が ， その発症機構 に つ
い て は不明な点が多い ． 近 年 ， 病理 学的 に 動脈硬化の
初期段階 に お け る特徴的な所見朝 は ， エ ス テ ル 型 コ レ
ス テ ロ ー ル を主体と す る脂肪 を胞体内 に 取 り込 んだ 泡
沫細胞 と呼 ば れ る細胞群の 血 管内膜下 へ の出現 で ある
こ と が 認め ら れ ， こ の コ レ ス テ ロ ー ル は多く の病理 組
織学的 ， 生化学的 ， そ し て 抗 L D Lげ ポ 蛋白 Bl抗体
を使 っ た免疫組織化学的研究 咄 に よ り ， 血 清の LDL
に 由来す る こ と が明 らか に され て い る ． 泡沫細胞 の起
源 は明確で はな い で ， 少 な く と も粥状動脈硬化初期病
変 に お い て は単球か ら 分化 した マ ク ロ フ ァ ー ジに 由来
す る
41I
と い う考 えが 有力であ る ． し か し L D L リセ ブ
タ ー を持た な い マ ク ロ フ ァ ー ジが ， どの 様に して 脂質
を取 り 込 み 泡沫化 す る か が 問題 と な っ て き た ．
Goldstein ら
101は L D L の構成蛋白 で あ る ア ポ 蛋白
B－100の リ ジ ン 残基 を アセ テ ル 化 した 場合 に ， マ ク ロ
フ ァ ー ジ は L D L リセ プ タ ー と は別の リセ プタ ー を介
し て取 り込 む こ と を生体外 で見い だ した ． 彼ら は この
経路 を変性 した L D Lを処理 す る も の で あ ろう と推測
し， ス カ ベ ン ジ ャ ー 経路 と呼 ん だ ． マ ク ロ フ ァ ー ジは
こ の リ セ プ タ ー を 介 して大量 の変性 L D Lを取 り込ん
で異化す る が ， こ の経 路に は L D Lリ セ プ タ ー 経路の
よ う な フ ィ ー ド バ ッ ク 機 構 が な く ， 従 っ て マ ク ロ
フ ァ ー ジ は泡沫細胞化す る こ と が 証明さ れ た ． こ のリ
セ プ タ ー は ア セ テ ル 化 L D L だ けで な く メ チ ル 化
L D Lな ど の 強 い 化 学変化 に よ る 変性 L D Lや P－
V L D Lに 対 して も 高親和性 を示 す が ， 生体内に 存在す
る変性 L D Lに 対 し て も 同様 に 作用 す る か 否か は興味
深 い 問題 で あ る ． 現在生体内で 生理 的条件下で存在が
認 め ら れ て い る の は糖化 L D L とP ．V L D L で ある ．
従 っ て糖 尿病患者 に お ける動脈硬化促進 に 糖化 L DL
が マ ク ロ フ ァ ー ジの 泡沫細胞化 を介 して 関与して い る
ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ る糖化 L D Lの 測定
可能性は容易 に 想像で き る ． ま た 一 方 ， マ ク ロ フ ァ ー
ジが アポ蛋白 E喝 や リ ボ蛋白リ パ ー ゼ 431と い っ た リ ボ
蛋白代謝に 関連 した 物質 を合成 ． 分泌 し て い る こ と が
明らか に さ れ た こ と に よ り 一 層注目 を集 め てい る ．
W itztum ら
叫
は あ る糖尿病患者 に お い て G－L DL の
血中か らの ク リ アラ ン ス が逆 に 元進 し て い るの を発見
し， G－L D Lに 対す る 特異的な抗体の存在 を示 唆 した ．
また G－L D Lで 免疫 され た ウサ ギ で は ， G－L D L の ク
リアラ ン ス は免疫さ れ て い な い ウサ ギ よ り数倍冗進 し
て おり ， そ の 分解 の 場所 は肝臓の網内系細胞 である こ
とを示 し ， G－L D L クリ ア ラ ン ス の 完進 は 免疫機構 を
介したも の で あ る と推測 した 嶋 ． し か し大動脈 に は こ
の G．L D L と抗体 の免疫複合体 を特別 に 取 り込 む証拠
は得られ な か っ た ． L D L が糖化 され る こ と に よ り， 免
疫原性 を持 ち血 清蛋 白だ けで な く構造蛋 白を も認識す
る自己 抗体 が産生 され ると す る と ， 糖尿病患者 の 血 清
中に は免疫複合体が増加 し， 糖尿病 に お け る種々 の 合
併症と関連 して い く こ と が 予想 され る ． 糖尿病 に お い
て G－L D Lが どの 程度動脈硬化 の進展 に 関与 して い る
かは不明 で ある が ， リ ボ 蛋白代謝 を考 え る上 で 糖化の
問題は重要 で あり ， ほ う 素酸 ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ トグ
ラフ ィ ー によ る G－L D Lの 定量 は有周 な 情報 をも た ら
すと思われ る ．
枯 論
糖尿病患者 に お け る 動脈硬化促進 の リ ス ク フ ァ ク
タ ー と して ， 糖化低比 重 リ ボ 蛋 白 くglyc o sylated lo w
densitylipopr otein ， G－L D LJの 臨床的意義 を検討 す る
ため， ほ う素酸 ア フ ィ ニ テイ ク ロ マ トグ ラ フ イ 一 に よ
る G－L D L分離 ． 定量 を検討 した ． さ ら に 本方法 を用
い糖尿病患者 に お ける G－L D L を測定 し ， 以 下の 結果
を得た ．
1 ． ア ミ ノ フ ユ ニ ー ル ほ う素酸 アガ ロ ー ス ゲル を用
い たアフ ィ ニ チイ ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ り G．L D L
が分離され た ．
2 ． 吸着条件 は ， 0 －25 M酢酸ア ン モ ニ ウ ム ， pH9．0
で平衡化 した カ ラ ム に LD L溶液 を添加 し G－L D Lを
吸着させ た ． G－ L D Lの 溶出 に は0．2 5M酢酸ナ トリ ュ
ウム ， pH5．5 を用い た ． カ ラ ム の ベ ッ ド容 量 は0． 7X
5cm ， 添加す る L D Lの 蛋 白質は0．9へ 1 ．8m g が適量 で
あっ た ．
3 ． ア フ ィ ニ テ イ ク ロ マ ト グ ラ フ イ 一 に よ る
G．L D Lの 回収率 は T B A法や 14C－ G－L D Lを用 い て検
討した結果 ， 約80％で あ っ た ．
4 ． ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る
G．L DL 値 く％I は ， カ ラ ム に 添加 した 総 L D L蛋白量
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に 対す る ， 溶出さ れ た L D L蛋白量の 比 を求 め算出 し
た ．
5 ■ 糖尿病 の叩 鮮 の G－L D L値 く平均 士 標準偏
勤 は6．8士 0－ 3％ で 耐糖能障害 ロG Tl 群の 4 ． 8 士
0 －2％ ， 正 常 く叩 群 の3－ 9 士0．3％ に 比 し 有 意 くpく
0■001I に 高値 で あ っ た ． ま た G－LD しコ レ ス テ ロ ー ル
濃度 くm gldlJ も DM 群で 8．4士0．3m gldl と I G T群
の5．3 士0－3m gldlや N群 の 4．0士0 ．5m gJIdlよ り 有意
くpく0．01， pく0．001 に 高値で あっ た ．
6 ． G－LD L値は 1 へ 2週 間前の F B Gくrニ 0 ．41 ，
pく0 ．05J， お よ び 同日の F B Gくr ニ 0．53， pく0．0011と
有意の 相関 を示 した ． G－L D しコ レ ス テ ロ ー ル 濃度 も
1 旬 2週間前の F BGくr ニ 0．46， Pく0．001J， 同 じ 日の
F BGくrニ 0．41， pく0．0 011と の 間に 有意の 相関が認め
られ た ．
7 － G－L D L値 は 同じ 日の 糖化 ヘ モ グ ロ ビ ン 値 くrニ
0．26
， pく0．051と有意の 相関が あ っ た が ， 血 清総 コ レ
ス テ ロ ー ル 濃度 ， L D しコ レ ス テ ロ ー ル 濃度 ， 血 清 ト
リグ リ セ ラ イ ド濃度 とは 有意の相関 を示 さ な か っ た ．
8 ． 糖尿病患者 に お い て ， G－L D L値は網膜症 ， 腎症
また は虚血性心疾患 のい ずれ の合併症 の 有無と も有意
な差は な か っ た ．
9 ． 糖尿病の 治療 に よ り F B G が前値 188士 25mgノ
dlか ら 2週間後 17 4士21m gldl に 低下 し た 時点 で
G－L D Lは前値6．5士0．6％か ら5．6 士0．6％に 有意 くpく
0．05う に 低下 し た ．
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A bstr act
Tb in vestigatethe role ofglyc osylated low density lipoproteinsくL D Llin the pathogen esi of
diabetic anglOPa血y， am O u n tS Ofglycosylated L D Lw er e m e as uredby a new m eth
od witha boron ate
afBnity chr o m atography． T he m ethodis based o nthe obse rv ationthatphe
nylbor onatein al kaline
solutionform sa speci 且c c o mplex withcis
－diol gro ups ofs ugars－ Sin c ethe stable form s of
n o n enzymatic glycosylated pr oductsw ere kn ow n t obe l
－de oxyfru ctosyl deriv atives ofpr oteins，
aminophe nylbor on ateim m obilized on agar OSe W aSutilized to s
epar ate andqu antify the glyc osylated
L D L． Using an afnnity c ol um nくbed v olum eO．7X5．Oc mJof aminophenyl boro n ate agar OSe， 70％ of
radioactivlty Ofsynthetic
1 4C －glyc osylated L D Lpr epared in vitr o w as sho w nin the peak of
glyc osylated L D Lwhich w as separ ated 加m the non
－glyc osylatedL D L． A go od separ ation by the
bor on ate a統nity c olum n chr o m atography ofglyc osylated L D L fr o m n on
－ glyc osylated L D Lw as
co nfir m ed by thiobarbituric acidassay． T he ratios of the glycosylated L D Lto totalL D Lin the
diabetic subjects w ere sigmi 負c antly higherくPく0． 001J than thosein the c ontr ol a ndin theimpaired
gluc o s etolera n ce subjects， a nd show ed signific ant c orr elations wi thfasting blo od gluc ose
c on c entratio nsくrニ0．5 9， Pく0．001l， fasting b10 0d glu c os e c on c entr atio ns aw e ek prior くr
ニ0351，
pく0． 001J and le vels ofglyc osylatedhe m oglobinくr
ニ0－28， pく0．05J．
r
m e changeS中glyc osylated L D L
w ere ac c o mpa nied by changeSin blo od glu c ose c on ce ntra ion sbu t n otby the g
lyc osylated
he m oglobin． Ho w e v er therewe r e n o s tatis ic a11y slgni丘c an tdi 蝕renc esin thele vels ofg
lyc osylated
L D Lbetw eenthediabetic patientswi thretinopathy， n ePhr opathy， Orische mic heartdiseaseand those
withouthese c o mplications－ Itis co ncludedthatthe 血 1ity chro m atogr aphy syste m see m s to加 a
usefu1m ethodfbr rapidandspeCific deter minadon ofse ru mglyc osylated L D L tha m ay play a rolein
thepathogene sis of diabetic m acroanglOpathy．
